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 <序> 
  ひとつの生物種が保持する遺伝情報の全てをゲノムと呼び、実体はその生物の  
染色体DNA分子の総和である。これまでヒトを始めとして様々な種のゲノム解析
が行われてきた。これらの解析により、ゲノム全体の構造が驚くほど多様である
ことが明らかとなってきた。このことから「ゲノムがどのようにして編成されて
きたのか」「ゲノムはどのようにして多様化してゆくのか」という問題が提起さ
れてきた。この問題を考察する上で効果的な方法の一つは、ゲノムを近縁の生物
種間で比較、検討を行うことである。そこで、当研究室では、ゲノムの大きさが
比較的小さく、解析が容易なプラスミドをモデルとし、複製領域と接合伝達領域
の類似性を指標に系統的にゲノム解析を行っている。本研究では、テトラサイク
リン及びストレプトマイシン耐性を宿主菌に付与し、不和合性グループIncFIVに
属するR124プラスミドの全塩基配列の決定を試みた。  
 
<実験方法> 
  R124プラスミドDNAをCleraed Lysate法により調製した。2種の制限酵素、SalI、
EcoRIを用いて制限酵素地図を作成した。次いでショットガンシーケンス法によ
り塩基配列決定を行った。この際生じたGapはPCR法によって埋めた。反復配列が
非常に多く、ミスアセンブルの頻度が高かったので、解析回数が低い場所ととも
に、PCR法を用いて方向等を確認した。そしてORFをデータベースによって予測
し、機能を推定した。複製領域の塩基配列について他のプラスミドと比較を行っ
た。  
 
<結果> 
(1）  ランダム・ショットガン・シーケンシングによりR124の全塩基配列  
を解析した。  
(2）  ORF検索の結果、少なくとも133個のORFを予測することができた。そし
てこの内、125個のorfが既知遺伝子との類似性を示した。この中には、
既知であった制限酵素、修飾酵素、テトラサイクリン耐性因子(Tn10)に
対応する遺伝子も含まれていた。また今回新たに、銀耐性遺伝子群、銅
耐性遺伝子群も見い出された。  
(3）  複製領域、接合伝達先導領域、接合伝達領域の遺伝子群も推定され、機
能領域の配列順序は、F,R100などのプラスミドと同一であった。  
(4）  複製領域を他の不和合性グループに属するプラスミドと比較した結果、
ここでも制御システムと構造遺伝子システムの間の組換えにより、多様
化しているのが見られた。  
 
